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« PROCEDE ET DISPOSITIF D^ANALYSE DE L'ETAT CHIMIQUE 
INTRACELLULAIRE DE CELLULES VIVANTES PAR RESONANCE 
MAGNETIOUE NUCLEAIRE ». 
La presente invention conceme un procede non invasif 
5 d'analyse in vivo du metabolisme intracellulaire. Le procede utilise 
la resonance magnetique nucleaire (RMN) pour mesurer Tetat 
chimique intracellulaire des cellules animales, vegetales ou de 
micro-organismes cultives dans des conditions definies et 
controlees. 

10 L' invention concerne en particulier un procede d'analyse de 

Tetat chimique intracellxalaire de cellules vivantes par RMN qui 
comprend une etape de preparation de rechantillon de cellules et 
une etape d'analyse de Techantillon par RMN realisees a tres basse 
temperature afin de figer Tetat biochimique des cellules vivantes de 

15 fa?on a avoir des mesures reproductibles, specifiques et justes du 
fonctionnement cellialaire dans des conditions donnees. L'invention 
conceme egalement le dispositif couple au spectrometre RMN pour 
mettre en oeuvre le procede d'analyse. 

Les concentrations intracellulaires sont des parametres 

20 fondamentaux pour caracteriser et correler I'influence des 
modifications genetiques et environnementales sur le 
fonctionnement de la cellule (Weuster-Botz et al, 1996 ; Teusink et 
al, 1998). Par la mesure des concentrations intracellulaires, il est 
possible de determiner un profil metabolique specifique de 

25 I'organisme vivant cultive dans des conditions standards et de 
comparer ce profil a ceux obtenus apres modifications genetiques 
ou apres diverses conditions de culture. 
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Les techniques dediees a la determination in vivo des 
parametres intracellulaires se divisent en 2 groupes : les methodes 
invasives et les methodes non invasives. 

Les methodes invasives necessitent line destruction des 
5 cellules et une extraction des composes chimiques intracellulaires. 
Ces deux etapes se deroulent dans des conditions physico- 
chimiques extremes. En consequence, il est frequent de trouver 
dans la litterature des donnees contradictoires pour les 
concentrations intracellulaires d'un meme organisme cultive dans 
10 les memes conditions (Gancedo et al, 1973; Weuster-Botz et at, 
1996 ; Gonzalez et a/., 1997). 

Les methodes non invasives comme la resonance magnetique 
nucleaire (RMN) presentent I'avantage de caracteriser I'etat 
chimique intracelliolaire de cellules vivantes sans perturbation du 
15 metabolisme cellulaire (Gadian et al, 1983). De nombreuses 
revues scientifiques montrent que cette technique est I'outil 
analytique le mieiox adapte pour I'analyse in vivo du metabolisme 
intracellulaire (Jeffrey etaL, 1991 ; Cameron et aL, 1997). 

Dans ce contexte, il a deja ete propose de realiser la detection 
20 de I'etat chimique de systemes vivants par RMN. On peut citer, a 
cet egard la demande Internationale de brevet WO 92/01946, qui 
vise un procede de mesure par resonance magnetique nucleaire de 
I'etat chimique de systemes vivants animaux ou humains. 

Si avec ce dispositif il est possible de detecter des 
25 dysfonctionnements cellulaires sur des tissus par rapport a xme 
reference defmie sur des tissus sains, il est beaucoup plus difficile 
de I'appliquer pour correler et caracteriser specifiquement xone 
fonction cellulaire de micro-organismes, de cellules animales et de 
cellules vegetales par la mesure RMN de Fetat chimique 
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intracellulaire. En effet, la sensibilite des systemes vivants aiix 
. conditions environnementales rend difficile I'application de ce 
dispositif pour mesurer I'etat chimique intracellulaire des cellxiles at 
siirtout pour correler specifiquement cet etat aiax conditions 
5 experimentales. Ceci a ete confirme par Middleton et al (1998) qui 
ont naontre I'influence des conditions de preparation de tissus 
biologiques malades sur les profils metaboliques obtenus par RMN 
haute resolution a Tangle magique (plus connu sous Tacronyme 
RMN HR MAS signifiant High Resolution Magic Angle Spinning en 

10 anglais). Par ces experiences, ils ont souligne la difficulte de 
correler les facteurs pathologiques experimentes et les profils 
metaboliques mesures avec le dispositif mentionne plus haut. 

L'origine des difficultes po\ar associer specifiquement un profil 
intracellulaire mesure par les dispositifs RMN aux conditions 

15 experimentales reside dans la methode et le temps ecoule pour la 
preparation et la mesure des echantillons. II est important de 
souligner que les vitesses des reactions metaboliques et 
particuiierement de celles impliquees dans le metabolisme 
energetique sont elevees ; par exemple la vitesse de conversion du 

20 glucose intracellulaire est de 1 mmol.l-^s-i et celle de I'ATP 
(Adenosine-Tri-Phosphate) est de 1,5 mmoLl-^s-i (De Koning et van 
Dam, 1992 ; Theobald et al, 1993). Les teneurs intracellulaires 
reportees dans la litterature povir ces deux composes sont 
inferieures a 4 mmol.l-i (Ryll et al, 1991 ; Seiler et al, 1994). Ces 

25 donnees montrent qu'un temps de prelevement et/ou un temps de 
mesure superieur a 5 secondes a pour consequence des variations 
importantes des concentrations intracellulaires. 

II est done indispensable pour obtenir des mesures par RMN 
reproductibles et specifiques du fonctionnement cellulaire pour tme 
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condition donnee de maintenir les cellules dans un etat stable non 
seulement entre le temps to, de prelevement des cellules depuis le 
precede de culture des cellules et le temps ti de mesure de I'etat 
chimique par resonance magnetique nucleaire, mais aussi pendant 
5 la la mesxare RMN. 

La presente invention se propose done de resoudre ces 
problemes en foumissant un precede permettant de figer I'etat 
chimique des cellules mesure par RMN alin de dresser avec 
precision le profil (code barre, signature) des metabolites 
10 intracellulaires specifiques du type cellulaire et des conditions 
experimentales. 

La presente invention conceme un procede d'analyse de Tetat 
chimique de cellules vivantes en utilisant la resonance magnetique 
nucleaire (RMN) par comparaison d'au moins un spectre de RMN 

15 et/ou d'au moins une valeur de mesure de RMN obtenue sur un 
echantillon desdites cellviles vivantes avec au moins un spectre de 
RMN et/ou d'au moins une valeiar de mesure de RMN de reference 
obtenue sur au moins un echantillon de cellules vivantes de 
reference, de fagon a identifier au moins un pic dudit spectre de 

20 RMN et/ou au moins une valeur de mes\ire de RMN constituant un 
marqueur specifique de Tetat metabolique desdites cellules vivantes 
caracterise en ce qu'il comprend une etape de preparation dudit 
echantillon dans des conditions permettant de figer Tetat chimique 
desdites cellules vivantes. 

25 C'est aussi un but de I'invention de foumir un procede de 

preparation de I'echantiUon qui assure la stabilite de I'etat chimique 
intracellulaire depuis le prelevement jusqu'a la mesure par RMN. 
Ainsi, le procede selon Tinvention se caracterise en ce que pour 
preparer ledit echantillon on le soumet a une tres basse 
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temperature pendant tin temps suffisant pour arreter les reactions 
intracell\ilaires entre le moment du prelevement dudit echantillon 
et le moment de mesure de Tetat chimique des cellules, et 
eventuellement egalement pendant toute la duree de Tanalyse. 
5 L'invention conceme egalement un procede caracterise en ce 

que la preparation dudit echantillon comprend les etapes 
smvantes : 

a) rimmersion directe et immediate dudit echantillon dans Tazote 
liquide; 

10 b) la lyophilisation dudit echantillon ; 

c) eventuellement le stockage dudit echantillon a tres basse 
temperature ; 

d) au moment souhaite pour Tanalyse, le melange et la remise en 
solution a tres basse temperature dudit 

15 echantillon lyophilise avec un solvant ayant un point de fusion 

tres bas. 

Selon un mode particulier de realisation de Tinvention, le 
procede selon Tinvention est caracterise en ce que a la place de 
Tazote liquide, on utilise vm melange eau/methanol tamponne a 

20 tres basse temperature. Selon un mode prefere de realisation de 
invention, le melange eau/methanol est tamponne a pH 7,5 et 
contient 50% de methanol. 11 est egalement dans Tetendue de 
Tinvention dHatiliser d'autres composes organiques en melange avec 
Teau qui varient de par la nature du compose organique employe, 

25 de par la proportion du compose organique dans le melange, de par 
le pH du melange. La presente invention conceme tous les 
melanges composes organiques/eau et plus particulierement 
alcool/eau pour lesquels le point de fusion (Pf) est inferieur a 0" C. 
Parmi les composes organiques autres qu'xan alcool en melange 
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avec I'eau, on peut citer Tacetone (Ff = - 95** C) ou le chloroforme (Pf 
= - 64* C), 

Selon un mode de realisation de Tinvention, le procede se 
caracterise en ce que ledit solvant est un melange eau 
5 deuteree/ methanol deutere et contient 50% de methanol. De meme, 
il est egalement dans Tetendue de Tinvention dHitiliser d'autres 
types de solvant compose de melanges eau deuteree /compose 
organique deutere et plus particvilierement eau deuteree/ alcool 
deutere. Les autres types de solvant concement tous les melanges 

10 eau deuteree/ compose organique deutere. Ces melanges peuvent 
varier par la nature du compose organique deutere employe, par la 
proportion de compose organique deutere dans le melange, ou par 
le pH du melange par exemple. Les points de fusion des solvants 
deuteres different peu des solvants equivalents protones. Le solvant 

15 le plus sensible a la deuteriation est probablement H2O, puisque le 
point de fusion du D2O est de 3,8** C. 

Selon un mode de realisation de invention, le procede se 
caracterise en ce que ladite tres basse temperature a laquelle est 
soumis Techantillon pendant sa preparation, son stockage et 

20 pendant la duree de Tanalyse de RMN est inferieure a 0**C. De 
maniere preferee, ladite tres basse temperature po\xr la preparation 
et le stockage de Techantillon est comprise entre -10 et -SO^C, et de 
maniere encore preferee, ladite tres basse temperature est 
inferieure ou egale a -80**C. De maniere tres preferee, Techantillon 

25 est stocke dans Tazote liquide pour xme plus grande stabilite. De 
maniere preferee, ladite tres basse temperature pendant la duree de 
I'analyse de rechantillon est comprise entre -20X et +5**C de telle 
sorte que ladite temperature soit compatible avec l\itilisation du 
rotor et de la sonde. 
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Le precede d'analyse de Tetat chimique de ladite cellule selon 
rinvention utilise la RMN munie d'une sonde liquide, la RMN munie 
d'une sonde HRMAS haute resolution, de preference par RMN 
HRMAS a de\ax dimensions. 
5 Selon un raode prefere de realisation de Tinvention, le precede 

selon rinvention est caracterise en ce que lesdites cellules vivantes 
sont cultivees ou incubees dans un milieu de culture cellulaire ou 
tissulaire qui contient des molecules enrichies en isotopes stables. 
De raaniere plus preferee, lesdites molecules comprennent une 

10 source de carbone 13 et/ou une source d'azote 15. 

Les cellules vivantes selon rinvention sont des cellules 
procaiyotes ou eucaryotes, animales ou vegetales. Sans en dresser 
une liste exhaustive, des exemples de cellules vivantes selon 
rinvention sont donnes ci-apres. Parmi les ceUules procaiyotes, il 

15 convient de citer les algues bleu-vert, les myxobacteries, les 
spirochetes, les eubacteries, les rickettsies, les chlamydies, les 
mycoplasmes, les archeobacteries. Parmi les eubacteries, il 
convient de citer les enterobacteries telles Escherichia coli, les 
Bacillus tels Bacillus subtilis, les Pseudomonas, les Campylobacter, 

20 les Rhizobium, les Agrobacterium, les Azotobacter, les Micrococcus, 
les Staphylococcus, les Streptococcus, les Lactobacillus. Parmi les 
cellules de micro-organismes eucaryotes, il convient de citer les 
algues vertes, brunes ou rouges, les champignons tels les 
phycomycetes, les ascomycetes, les basidiomycetes, les levures. 

25 Parmi les levures, il convient de citer Saccharomyces cerevisiae, 
Saccharomyces pombe, Candida albicans. Parmi les cellules 
animales, il convient de citer de preference les cellules humaines et 
les cellules de mammiferes tels les bovins, les ovins, les caprins, le 
pore, les equides, les rongeurs tels la souris et le rat par exemple. 
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Le precede scion rinvention est caracterise en ce qu'il est 
utilise pour identifier des cellules vivantes dont Tetat physiologique 
devie de la norme. Un tel precede permet d'identifier des cellules 
vivantes appartenant au groupe compose par exemple de cellules 
5 presentant un defaut genetique constitutionnel ou acquis et des 
cellules soumises a un stress environnemental. Par stress 
environnemental, on entend designer un agent physique, chimique 
ou biologique provoquant une reaction de la cellule. Parmi les 
agents physiques, il convient de citer entre autres les rayons beta, 

10 les rayons gamma, les rayons X, les ultraviolets, les infra-rouges, la 
lumiere visible. Egalement, des conditions de culture, aerobic ou 
ainaerobie, le pH du milieu de culture, acide, basique ou neutre, la 
concentration en gaz carbonique ou d'un autre element dans le 
milieu de culture, la temperature constituent des agents physiques 

15 scion rinvention. Par agent chimique, on entend designer tout 
compose chimique susceptible d'interagir avec la cellule ou un des 
composants cellulaires membranaires ou intraccUulaircs ; par 
exemple, les agents intercalants tels le bromure d'ethidium, Tiodure 
de propidium constituent des composes chimiques selon 

20 rinvention, Les composes biologiques de rinvention correspondent 
a tous les composes susceptibles de provoquer ime reaction 
biologique cellulaire. On peut citer de maniere non exhaustive 
toutes les molecules interagissant avec un recepteur membranaire 
tels par exemple les molecules de la communication intercellulaire, 

25 les hormones, les cytokines, les lymphokines, les interleukines, les 
anticorps. Les virus constituent egalement des agents biologiques 
selon rinvention. Les agents biologiques scion rinvention incluent 
egalement les factexars genetiques. Ces factcxirs genetiques affectent 
le metabolisme cellulaire ; ces facteurs peuvent etre 
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constitutionnels, comme par exemple dans le cas de maladies 
genetiques telles par exemple la myopathic de Duchemxe, la 
dystrophic myotonique de Steinert, la mucoviscidose, Tamyotrophie 
spinale, la sclerose laterale amyotrophique. Ccs facteiirs peuvent 
5 etre acquis comme dans le cas de mutations ou dc remaniements 
chromosomiques, tels ume deletion, xine insertion, une 
translocation, une integration viralc. Scion I'invention, lesdites 
cellules presentant un defaut genetique constitutionnel ou acquis 
appartiennent de preference au groupe des cellules cancereuses, ou 

10 des cellules humaines de patient atteint d'un defaut genetique 
constitutionnel, ou des cellules infectees par un virus. 

Le precede scion Tinvention se caracterise en ce que ledit 
marqucTor specifique est utilise pour le criblage de molecules 
chimiques ou biologiques. 

15 Scion un autre mode de realisation de Tinvention, le precede 

scion rinvention se caracterise en ce qu'il est utilise pour identifier 
un metabolite intracellulaire specifique d^an type ccUulairc et/ou 
d\in etat metabolique cellulaire et/ou de conditions 
environnementales cellulaires. 

20 Le precede scion Tinvention peut egalement etre utilise pour 

determiner la repartition de metabolites intracellulaires ayant 
incorpores ledit isotope stable, par exemple carbone 13 ou azote 15. 
Le precede scion Tinvention peut egalement etre utilise pour 
determiner qualitativemcnt les veies metaboliques a Terigine de la 

25 formation desdits metabolites et/ou pour determiner 
quantitativcment les flux intracellulaires generes par la catalyse 
enzymatique. 

La presente invention comprend egalement la foumiture d'un 
marqueur specifique susceptible d'etre obtenu par le precede scion 
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rinvention. Un exemple de marqueur specifique est presente sur la 
figure 2. Uexperience a consiste a observer le spectre RMN^^C, avec 
decouplage des protons, 10 minutes avant et 25 minutes apres le 
passage d*une cxilture de cellules de levure dans des conditions 
5 d'aerobie stricte a une culture dans des conditions anaerobies. Des 
variations tres importantes d'intensite, voire des apparitions de pics 
sont observees, et constituent des marqueurs specifiques. Ainsi les 
signaux CI (55.9 ppm) et C2 (18.0 ppm) de I'ethanol apparaissent 
en conditions anaerobies, alors que ces signaux ne sont pas 

10 significatifs sur le spectre de levures en conditions aerobics. Au 
contraire, le signal a 91.3 ppm correspondant au CI du trehalose 
disparait presque entierement. Un autre exemple de marqueurs 
specifiques est observable sur la figure 5. 

Enfin, rinvention comprend aussi Tutilisation du pic de 

15 spectre de RMN ou de la valeur de mesxare de RMN telle quldentifie 
par la mise en oeuvre du precede selon rinvention comme 
marqueur d\in etat metabolique donne pour le criblage de cellviles 
vivantes. L*invention conceme done egalement un precede de 
criblage de cellules vivantes pour Tidentification de cellules 

20 presentant un etat metabolique donne caracterise en ce qubn 
utilise le marquevir selon rinvention. L'invention porte egalement 
sur l^atilisation du marqueur selon ^invention pour le criblage de 
molecules chimiques ou biologiques. 

D*autre part, Tinvention a egalement pour objet la foumiture 

25 d'un dispositif couple a la RMN qui garantisse la stabilite de I'etat 
chimique pendant la dioree de la mesure de Tetat chimique par 
RMN des echantillons biologiques. L'invention conceme done un 
dispositif pour la mise en oeuvre du precede selon rinvention 
caracterise en ce qu'il comprend un aimant supraconducteur, \ane 
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console electronique, unc sonde de mesxire RMN et une unite de 
refrigeration. 

Le role de I'aimant supraconducteur est de generer ion champ 
magnetique intense (jusqu'a 18,8 T), homogene sur ion volume 
5 sufSsamment important et dont Tintensite est stable dans le temps. 
La console electronique permet de generer des impulsions haute 
frequence Qusqu'a 800 MHz) et de fortes pxiissances (SOW) et de 
recueillir les signaiix emis par I'echantillon. La tete de mesure 
(brevet europeen EP0856741), commercialisee par BRUKER (code 

10 article B1867), accueille I'echantillon et lui transmet les impulsions 
haute frequence. EUe assiare egalement la detection du signal emis. 
Le compose soumis a la mesure est contenu dans un rotor en oxyde 
de zirconixim de 4 mm de diametre. II est introduit dans la sonde 
par le haut de I'aimant a Faide d'une canne de transfert (code 

15 article BRUKER K0219) et vient se placer au centre d'une bobine 
radiofrequence en forme de solenoide. La partie contenant la bobine 
et I'echantillon est appelee stator et possede la caracteristique 
remarquable d'etre mobile et, grace a une commande pneumatique, 
de pouvoir basculer de sorte que I'axe de la bobine, et par voie de 

20 consequence, de Techantillon, fasse vm angle de 54,7° par rapport 
au champ magnetique principal genere par Taimant (figure 1). Une 
fois dans cette position, la turbine est soulevee et mise en levitation 
par ion flux pneumatique axial (bearing) d*environ 1500 mbars 
arrivant par le bas du rotor. Celui-ci est hermetiquement ferme 

25 grace a un capuchon en KelF qui possede des ailettes permettant la 
mise en rotation. Celle-ci est realisee a I'aide d'un second flux 
pneumatique (drive), de direction tangentielle par rapport a la 
turbine. La pression du drive est d' environ 500 mbars et le flux 
d'air qui arrive sur les ailettes du capuchon permet d'atteindre des 
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vitesses de rotation de I'ordre de 15000 tr/sec. Les pressions de 
bearing et drive, le bascxolement du stater ainsi que rejection de 
Techantillon sent controles par vine unite pneumatique BRUKER 
(code article H2620). 
5 L'angle de 54**7 que fait I'echantillon avec le champ 

magnetique principal est appele couramment angle magique. II 
permet en effet de moyenner les importantes differences de 
susceptibilite magnetique presentes dans des echantillons de 
cellules vivantes. Cette propriete permet d'obtenir des signaiox RMN 

10 nettement plus fins que ceux obtenus en utilisant des techniques 
de RMN classique haute resolution liquide qui n'utilisent pas le 
concept de la rotation a Tangle magique. La technique utilisee est 
alors connue sous le nom de RMN haute resolution a Tangle 
magique (RMN HRMAS). 

15 L*unite de refrigeration, commercialisee par BRUKER sous le 

nom BCU05 (code article W 12 10342), est essentielle, puisqu'elle 
permet de ralentir considerablement, voire de geler, les processus 
metaboliques de fa?on a pouvoir etudier par RMN les differents 
composants chimiques se trouvant a Tinterieur de la cellule sans 

20 que leurs proprietes ne soient alterees au cours de la mesure RMN. 
Cette xmite refroidit le flux d'air sec servant a la mise en levitation 
de I'echantillon (bearing) a des temperatures pouvant atteindre - 
20''C, assurant ainsi des temperatures similaires au niveau de 
I'echantillon. Cette unite fonctionne au moyen d'air sec et permet 

25 de generer un debit d'air pouvant atteindre 2500 1/h. Ce flux de gaz 
doit permettre a I'echantillon d'atteindre les vitesses de rotation 
elevees requises poiir ce type d'experiences. Le debit et la 
temperature de Tair doivent etre suffisamment stables pour 
garantir une bonne stabilite de la vitesse de rotation et de la 
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temperature afin d'empecher I'apparition d*artefacts parasites dans 
les spectres RMN. Le raccord de I'unite de refrigeration doit pouvoir 
supporter des pressions importantes tout en etant suffisamment 
flexible pour pouvoir se connecter facilement a la sonde et absorber 
5 d'eventuelles vibrations qui pourraient nuire a la mesure RMN. 

Ce dispositif se caracterise en ce qu'il permet de realiser la 
mesxire RMN a une temperature regulee inferieure a O'C, de 
preference entre 0 et -20°C. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente 
10 invention seront mieux mis en evidence a la lecture des exemples 
suivants. Dans ces exemples, on se referera atix figvires suivantes : 

FIGURES 

15 

Figure 1 : Schema general du dispositif. 



1. 


Angle magique : 54,735° 


2. 


Canne d'injection et d'ejection . 


3. 


Gaz de rotation (drive) 


20 4. 


Gaz portetir (bearing) 


5. 


Blindage 


6. 


Ceramiques de support 


7. 


Bobine RF 


8. 


Stator en position verticale pour ejecter I'echantillon 


25 9. 


Vers les circviits d'accord 


10. 


Contact mobile 


11. 


Cable de mesure de la vitesse de rotation 


12. 


Air pour ejection de I'echantillon 


13. 


Tube support 
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14. Pivots hermetiques 

15. Tubes servant a rejection de Techantillon 

16. Arrivee d'air pour la mise en position verticale 

17. Arrivee d'air pour la mise en position a Tangle magique 
5 18. Piston pneumatique 

19. Vis micrometrique pour reglage de Tangle magique 

20. Dewar 

2 1 . Thermocouple 

22. Arrivee de gaz porteur 
10 23. Resistance chauffante 

Figure 2 : Spectre RMN ^^C avec decouplage des protons : 

- en conditions d*aerobie stricte (en bas). 

Conditions experimentales : temps d'acquisition Is, temps d'attente 
15 5s, 350 acquisitions, duree d'enregistrement 30mn, vitesse de 
rotation de I'echantillon 1 kHz. 

- 25 minutes apres le passage de conditions daerobie stricte a 
des conditions d'anaerobie (en haut). 

Conditions experimentales : temps d'acquisition Is, temps d'attente 
20 5s, 639 acquisitions, dxiree d'enregistrement 53mn, vitesse de 
rotation de Techantillon 1 kHz. Les signaux caracteristiques de 
Tethanol sont indiques par im asterisque. 

Figure 3 : Influence de la temperature sur la resolution des 
25 spectres protons effectues par RMN HR MAS sur des levures. Le 

spectre proton obtenu a -10*'C (spectre du haut) montre une 
resolution legerement inferieure a celle observee sur le spectre 
obtenu a une temperature ambiante (+25'*C) (spectre du bas). 
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Conditions experimentales : 7 mg de cellules lyophilisees, solvant 
50 pi methanol-d4:D20 dans le rapport volumique 1:1, temps 
d'acquisition 1,4s, temps de pre-saturation 0,9 s, 256 acquisitions, 
duree d'enregistrement lOmn, vitesse de rotation de I'echantillon 4 
5 kHz. Le D2O contient 0,75% de TSP (acide tri-silyle-d4-propionate 
comme reference en deplacement chimique). 

Figure 4 : Influence de la temperature sur la stabilite des 
spectres protons efTectues par RMN HR MAS sur des levures. 

10 Les conditions de preparation des echantillons et d'enregistrement 
des spectres sont identiques a celles de la figure 3, L'experience a 
ete realisee a +25**C (spectres Al et A2) et a -10°C (spectres Bl et 
B2). Les spectres ont ete enregistres immediatement apres 
preparation de Techantillon et reglages du spectrometre (spectres 

15 Al et Bl), puis apres IhSOmn dans les conditions d'acquisition de 
donnees RMN en maintenant constante la temperature (A2 et B2). 
On observe une beaucoup plus grande stabilite de I'echantillon 
nettement superieure a -10°C qu'a +25'C. Par exemple, a +25°C, 
dans la zone du spectre decrite par la figure, les signaux a 8.93, 

20 8.92 et 8.55 ppm disparaissent presque entierement tandis que les 
signaux a 8.61, 8.10 et 8.08 ppm augmentent nettement 
d'intensite. Au contraire, a -lO^'C, les variations d'intensite restent 
tres faibles sur tout le spectre. 

25 Figure 5 : Caracterisation de levures par RMN ^H. Les conditions 
de -preparation des echantillons sonL identiques a celles de la figure. 
3. Spectres proton de deux cultures d'ultralevure (UL et UL') et 
d'une culture de levure de panification (PS) stoppees au moment de 
la consommation totale du glucose (10 g de glucose par litre de 
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ciolture). Get instant est defini par un dosage enzymatique du 
glucose. Les spectres de UL et UL* montrent une tres bonne 
reproductibilite de toutes les etapes experimentales menant a 
I'enregistrement des spectres. Les differences spectrales entre UL et 
5 PS permettent aisement de distinguer les deixx levures. Conditions 
experimentales RMN identiques a celles de la figure 3, sauf T=+2**C 
et solvant 50 \xl D2O. 



• ( 
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EXEMPLES 

1. MATERIEL ET METHODES 

Les cellules sont prelevees directement a partir de la culture 
5 cellulaire et plongees directement dans Tazote liquide ou dans un 
melange eau/methanol (50 % en volume) a -40**C. Cette etape a 
pour objectif de stopper par le froid les reactions intracellulaires. Le 
gradient de temperature impose auix cellules optimise la vitesse du 
transfert de chaleur et a pour consequence i:in arret instantane du 

10 metabolisme intracellulaire. 

Les cellules sont ensuite centrifugees. Le culot cellulaire est 
rince deux fois au PBS (Phosphate Buffer Saline, tampon salin 
phosphate), puis centrifuge une demiere fois. Les cellules sont 
ensuite lyophilisees et stockees a - 80**C. 

15 L'echantillon a mesurer est prepare en melangeant, 

directement a 0"C, dans le rotor porte-echantillon, 7 mg de cellules 
lyophilisees a vme solution de 50 \xl de melange methanol deutere et 
eau deuteree dans un rapport volumique de 1 : 1 et contenant 
0,375% de TSP conrnie reference de deplacement chimique. Apres 

20 10 secondes d'agitation au vortex pour homogeneiser l'echantillon, 
le rotor est transports dans un bain de glace pilee et est pret pour 
analyse par RMN. Le spectre est enregistre apres mise en rotation 
du rotor, stabilisation de la temperature de Techantillon, 
S3mthonisation de la tete de mesure et optimisation de 

25 ITiomogeneite du champ magnetique Bo. L'ensemble de ces 
operations de reglage ne doit pas depasser 5 mn, 

2. RESULTATS 
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La figure 3 montre que la resolution des spectres est 
legerement inferieure a basse temperature. Celle-ci reste toutefois 
tres acceptable pour I'analyse et Tinterpretation de spectres RMN 
HRMAS obtenus ainsi. 
5 La figure 4 montre une stabilite bien superieure de 

I'echantillon a basse temperature, Ce resultat montre que les 
spectres enregistres a -10°C donnent une image beaucoup plus 
exacte de I'etat cellulaire a examiner que les spectres obtenus a 
temperature ambiante. La methode, qui bloque Tetat cellulaire 

10 grace a Tabaissement de la temperature, permet done d'ameliorer 
notablement la sensibilite de la mesvire en rendant possible 
Taugmentation de la duree d'acquisition des spectres RMN, Le fait 
de geler Tetat des systemes biologiques a etudier donne alors la 
possibilite d'enregistrer des experiences de RMN a dexxx dimensions 

15 (RMN 2D). Celles-ci, de types homo-nucleaires (ex : COSY, TOCSY, 
NOESY) ou hetero-nucleaires (ex : correlation inverse ^H-i^C ou ^H- 
15N de type HSQC, HMQC et/ou HMBC) permettent d'apporter des 
informations structurales et dynamiques sur les metabolites 
etudies. D'autre part, la RMN 2D permet d'augmenter tres 

20 nettement la resolution grace, notamment, a la dispersion spectrale 
sur la detixieme dimension. 

Les figures 2 et 5 montrent la possibilite de caracteriser en 
quelques minutes une cvilture cellulaire. Par comparaison a ime 
banque de donnees, des echantillons cellulaires peuvent etre 

25 caracterises par leur type (figure 5) ou leiors conditions de culture 
(figure 2). Ces exemples peuvent facilement etre etendus a d'autres 
variations de culture de cellules (milieu de culture, pH, 
temperature, instant du prelevement) et a des differences 
genetiques se repercutant sur le reseau metabolique (mutations). 
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REVENDICATIONS 

L Procede d'analyse de I'etat chimique de cellules vivantes en 
utilisant la resonance magnetique nucleaire (RMN) par 
5 comparaison d*au moins un spectre de RMN et/ou d'au moins xme 
valeiar de mesiare de RMN obtenue sxir un echantillon desdites 
cellules vivantes avec au moins un spectre de RMN et/ou d'au 
moins une valeur de mesure de RMN de reference obtenue sur au 
moins un echantillon de cellules vivantes de reference, de fagon a 

10 identifier au moins ion pic dudit spectre de RMN et/ou au moins 
une valeur de mesure de RMN constituant un marqueur specifique 
de Tetat metabolique desdites cellules vivantes, caracterise en ce 
qu'il comprend une etape de preparation dudit echantillon dans des 
conditions permettant de figer Tetat chimique desdites cellules 

15 vivantes, ledit echantillon etant soumis a une tres basse 
temperature pendant un temps suffisant pour arreter les reactions 
intracellulaires entre le moment du prelevement dudit echantillon 
et le moment de mesure de Tetat chimique des cellules, et 
egalement pendant toute la duree de Tanalyse, ladite preparation 

20 dudit echantillon comprenant les etapes suivantes : 

a) L'immersion directe et immediate dudit echantillon 
dans Tazote liquide; 

b) La lyophilisation dudit echantillon ; 

c) Eventuellement le stockage dudit echantillon a tres 
25 basse temperature ; 

d) Au moment souhaite pour Tanalyse, le melange et la 
remise en solution a tres basse temperature dudit 
echantillon lyophilise avec un solvant ayant un point de fusion tres 
bas. 
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2. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que a la 
place de Tazote liquide, on utilise un melange eau/ methanol 
tamponne a tres basse temperature, 

5 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que ledit 
melange eau/methanol est tamponne a pH 7,5 et contient 50% de 
methanol. 

10 4. Procede selon les revendications 1 a 3, caracterise en ce que 

ledit solvant est un melange eau deuteree/ methanol deutere 
tamponne a pH 7,5 et contient 50% de methanol. 

5. Procede selon les revendications 1 a 4, caracterise en ce que 
15 ladite tres basse temperature est inferieure a 0°C. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que ladite 
tres basse temperature est comprise entre -10 et -80°C. 

20 7. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que ladite 

tres basse temperature est inferieure ou egale a -SO^'C. 

8. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que la temperature pendant la duree 
25 de Tanalyse de RMN est inferieure a O^'C. 



9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que ladite 
temperature est comprise entre -S^C et -20**C. 
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10. Precede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que Taxialyse de Tetat chimique de 
ladite cellule est effectuee par RMN HRMAS, de preference par RMN 
HRMAS a deux dimensions. 

5 

1 1 . Precede selon Tune quelconque des revendicatibhs 
precedentes, caracterise en ce que ledit echantillon est preleve dans 
un milieu de culture cellulaire ou tissulaire qui contient des 
molecules enrichies en isotopes stables dans lequel lesdites cellules 

10 vivantes sont cultivees ou incubees. 

12. Precede selon la revendication 11, caracterise en ce que 
lesdites molecules cemprennent \me source de carbone 13 et/ou 
une source d 'azote 15. 

15 

13. Precede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que lesdites cellules vivantes sont 
des cellules procaryotes ou eucaryotes, animales ou vegetales. 

20 14. Utilisation d\in precede selon l\ine quelconque des 

revendications precedentes pour identifier des cellules vivantes dont 
Tetat physiolegique devie de la norme. 

15. Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce que 
25. lesdites cellules vivantes appartiennent au groupe compose de 
cellules presentant un defaut genetique constitutionnel ou acquis 
et des cellules soumises a un stress environnemental; 
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16. Utilisation selon la revendication 15, caracterisee en ce que 
lesdites cellules presentant un defaut genetique sont des cellules 
cancereuses ou des cellules infectees par un virus. 

5 17. Utilisation d*un precede selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 13 pour identifier xon metabolite intracellulaire 
specifique d'un type cellulaire et/ou d'un etat metabolique 
cellulaire et/ou de conditions environnementales cellulaires. 

10 18. Utilisation d\m precede selon les revendications 1 a 13 

pour : 

a) determiner la repartition de metabolites intracellxolaires 
ayant incorpore ledit isotope stable ; et/ou 

b) determiner qualitativement les voies metaboliques a Torigine 
15 de la formation desdits metabolites ; et/ou 

c) determiner quantitativement les flux intracellulaires generes 
par la catalyse enzymatique. 

19. Marqueur specifique susceptible d*etre obtenu par le 
20 precede selon I'une quelconque des revendications precedentes. 

20. Precede de criblage de cellules vivantes pour Tidentification 
de cellules presentant un etat metabolique donne caracterise en ce 
qu*on utilise le marqueur selon la revendication 19. 

25 

21. Utilisation du marqueur selon la revendication 19 pour le 
criblage de molecules chimiques ou biologiques. 



,1 \ 
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22. Dispositif pour la mise en oeuvre du precede selon l*une 
quelconque des revendications 1 a 18 et 20, caracterise en ce qu'il 
comprend un aimant supraconducteur, une console electronique, 
line sonde de mesure RMN et une unite de refrigeration. 



1 




Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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